This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



PCT/EPO 0/01 497 

BUNDE&EPUBLIK DEUlmiHLAND 



EPoo y 

PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE 17.1(a) OR (b) 

Bescheinigung 

Die Herren Michael Hoffmann und Roland Horres, beide in Stolberg/Deutschland, 
haben eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 
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Hamokompatible Oherflarhen und Verfahro n zu deren HsrstPiinn,, 

Die vorliegende Erflndung betrifft hamokompatible Oberflachen, die sich dadurch 
auszeichnen, da3 auf/in die Oberflache von Werkstoffen Bestandteile der aufleren 
Schicht von Blutzellen, Mesothelzellen und/oder mesothelzellreichem Gewebe auf- 
. bzw. eingebracht sind. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung hamokompatibler Oberflachen sowie dereo Verwendung in weiten 
Bereichen des Gesundheitssektors, in der Medizin, Zahnmedizin, Chirurgie 
Kosmetik und/oder in Bereichen, die direkt mit Blut, Gewebe und/oder anderen 
KdrperflGssigkeiten in Kontakt stehen. 



He Blutgerinnung stellt sich bei Vertebraten als ein komplexer Proze3 dar, der im 

Qlln rs'tr>r>r W^.l-i . , . . 



Falle einer Verletzung kurzfristig vor lebensbedrohlichen Blutverlusten schutzt 
Aktiviert wird das Blutgerinnungssystem dabei u.a. durch den Kontakt mit 
unphysiologischen, also ..fremden" Substanzen. Substanzen, die das 
Blutgerinnungssystem aktiv unterdrucken werden auch als anti-thrombogen 
bezeichnet. Hingegen werden Substanzen, die das Blutgerinnungssystem nicht 
aktivieren als nicht-thrombogen definiert. 



A Im 



D«e Aktivierung des Blutgerinnungssytems stellt vor allem bei Menschen die auf 
Implantate, wie beispielsweise Intracoronarstents, Herzschrittmacher, Prothesen 
^nstliche GefaGe, chirurgische Nahtmaterialien, Katheter, Biosensoren ua' 
ingewiesen sind, ein schwerwiegendes Problem dar. Hier wird zur Vermeidung der 
AusbHdung lebensbedrohlicher GefaBverschlusse (Thromben) das Blutgerinnungs- 
system auBer Kraft gesetzt bzw. aktiv unterdruckt. Dies erfolgt in der Regel durch die 
Gabe von anti-thrombogenen Medikamenten, sogenannten Antikoagulantien Diese 
wiederum weisen eine Vielzahl starker Nebenwirkungen fur den Patienten auf wie 
beispielsweise Thrombozytopenie, Nausea, Erbrechen, Haarausfall, hamorrhagische 
Hautnekrosen, erhohte Blutungsneigung etc.. Dartiber hinaus 1st im Falle der 
Verwendung von Intracoronarstents selbst die vollstandige medikamentose 
Unterdruckung der Blutgerinnung oftmals kein ausreichender Schutz vor der 
Ausbildung zum Tell todlich wirkender Thrombosen. 
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Fur weite Bereiche des Gesundheitssektors, der Medizin, Zahnmedizin, Chirurgie, 
Kosmetik Oder Bereiche, die direkt mit Blut, Gewebe und/oder anderen 
Korperflussigkeiten in Kontakt stehen, ist daher die Vermeidung der zuvor genannten 
starken Nebenwirkungen durch Antikoagulantien von groBer Bedeutung. 

. Aus dem Stand der Technik sind verschiedene Verfahren bekannt, die 
unphysiologische „Fremdoberflachen" durch Beschichtung mit unterschiedlichen 
Substanzen blut- bzw. gewebevertraglicher (hamokompatibel) machen sollen. 

So beschreibt die Patentschrift DE 28 31 360 ein Verfahren zur Beschichtung einer 
I Oberflache eines medizinischen Gegenstandes mit einer Substanz, die das 
^^■fierinnungssystem aktiv unterdruckt, also anti-thrombogen ist, wie beispielsweise 
^^Peparin. Jedoch weist auch diese Substanz den Nachteil erheblicher 

Nebenwirkungen auf. Ferner wird nur eine kurz- bis mittelfristige Unterdruckung des 

Gerinnungssystems erreicht, da die aktiven Substanzen entweder desaktiviert oder 

bei Reiease-Systemen verbraucht werden. 



In der Offenlegungsschrift DE 44 35 653 werden Materialien mit einer dunnen 
Lackschicht aus Polymeren, in die zusatzlich Arzneistoffe eingearbeitet sein konnen, 
beschichtet, wobei diese Lackschicht im Korper permanent degradiert und somit 
freigesetzt wird. Nachteile dieser Methode sind zum einen, daG durch den 
permanenten Zerfall der Beschichtung nur eine zeitlich begrenzte Wirkung moglich 
mt. Zum anderen ist durch die permanente Ablosung von Lackpartikeln die Gefahr 
Wer Ausbildung von Thrombosen, die zu Embolien fuhren konnen, sehr hoch. 

Die Offenlegungsschrift DE 196 30 879 verwendet zur Beschichtung von Substraten 
ausschlieQIich chemisch modifizierte Derivate von Polysacchariden. Die Nachteile 
dieses Verfahrens sind dabei vielgestaltig und reichen von einem ubermaGigen 
praparativen Aufwand uber vielstufige Syntheseschritte, einem breiten Spektrum an 
unerwunschten Nebenreaktionen und mangelhaften Ausbeuten bis hinzu durchweg 
schlechteren Eigenschaften der Derivate verglichen mit kommerziell erhaltlichen anti- 
thrombogenen Substanzen, wie beispielsweise Heparin. 
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Aus der Patentschrift D^e 39 561 ist die Herstellung von^ubstraten, die mit dem 

spezifischen Endothelzelloberflachen-Proteopolysaccharid HS-I beschichtet werden, 
bekannt. Nachteile dieses Verfahrens sind zum einen die zeit- und kostenintensive 
Kultivierung der Endothelzellen und zum anderen die aufwendige Preparation des 
Proteopolysaccharid HS-I. Aufgrund dessen ist eine groBtechnische Herstellung von 
HS-I und somit eine vertretbare wirtschaftliche Nutzung dieses Verfahrens zur 
. Beschichtung von Implantaten nicht realisierbar. 

• Verhagen et al. (British Journal of Heamatology, 1996, 95: 542-549) beschreibt die 
Verwendung von ganzen Zellen des Endothels bzw. Mesothels zur Besiedlung von 
Implantaten. Nachteilig an der Verwendung ganzer Zellen ist hier, daB es aufgrund 

«spezifischer Zelloberflachenproteine zu Immunreaktionen kommt, die bei den 
^tetienten zu AbstoBungsreaktionen gegenuber den beschichteten Implantaten 
^Phren. Substanzen, die eine solche Immunreaktion auslosen, werden auch als 
immunogen bezeichnet. Zur Vermeidung einer AbstoBung durch Immunreaktionen 
muB bei diesem Verfahren ausschlieBlich patienteneigenes Zellmaterial benutzt 
werden. Dies stellt einen weiteren Nachteil dar, da die Anzucht dieser Zellen sehr 
zeit- und kostenintensiv ist. Problemtisch sind bei der Verwendung von ganzen 
Zellen ferner die hohen Scheerkrafte, denen diese Zellen im Blutstrom ausgesetzt 
sind. Dies fiihrt zu verstarkter Degradation der Zellen an den Oberflachen, was sich 
negativ auf die Haltbarkeit der beschichteten Implantate auswirkt. 



hier vorliegende Erfindung hat sich demgemaB die Aufgabe gestellt, blut- bzw. 
fcwebevertragliche, also hamokompatible Oberflachen zur Verfugung zu stellen, die 
die zuvor genannten Nachteile nicht aufweisen und gleichzeitig fur den Einsatz im 
groBtechnischen MaBstab geeignet sind. 

Diese Aufgabe wird uberraschender Weise durch hamokompatible Oberflachen 
gelost, die sich dadurch auszeichnen, daB auf/in die Oberflache von Werkstoffen 
Bestandteile der auBeren Schicht (Glykokalix) von Blutzellen, Mesothelzellen 
und/oder mesothelzellreichem Gewebe auf- bzw. eingebracht sind. 
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Die erfindungsgemaBen hamokompatiblen Oberflachen ahmeri im wesentlichen die 
naturliche Oberflache nicht-thromogener Zellen bzw. Gewebe nach. 
ErfindungsgemaG zeichnen sie sich dadurch aus, daG sie auch langfristig nicht- 
thrombogen sind. Das heiBt, die erfindungsgemaBen hamokompatiblen Oberflachen 
unterdrucken die Blutgerinnung nicht aktiv, losen aber auch keine ungewunschte 
Thrombenbildung aus. Folglich kann die Blutgerinnung bei Verletzungen ganz 
naturlich und ungestort ablaufen. 




Ferner bezieht sich die vorliegende Erfindung auch auf die Beschichtung von 
Werkstoffoberflachen mit Glykoproteinen, bevorzugt Glykophorinen, besonders 
bevorzugt Glykophorin A. Durch Glykophorin A der auBeren Schicht von 
Erythrocyten ist u.a. die Blutgruppenzugehorigkeit eines Menschen festgelegt. 
eichzeitig zeichnet sich Glykophorin A durch nicht-thrombogene Eigenschaften aus 
d ist somit hervorragend fur die Herstellung der erfindungsgemaBen 
hamokompatiblen Oberflachen geeignet. Eine mogliche Immunantwort, 
beispielsweise ein Verklumpen von Blut (Koagulation) durch Kreuzreaktionen nicht 
miteinander vertraglicher Blutgruppen, kann hier auf einfache Weise durch die 
Abstimmung der Blutgruppe des Patienten mit der Blutgruppenzugehorigkeit der 
auf/in die Oberflache von Werkstoffen auf- bzw. eingebrachten Glykophorine 
ausgeschlossen werden. 



41 de 



ErfindungsgemaB kommen auch Oligo- bzw. Polysaccharid- und/oder Lipidanteiie 
der auBeren Schicht nicht-thrombogener Zellen zum Einsatz. Aufgrund dessen 
ichnen sich die erfindungsgemaBen hamokompatiblen Oberflachen dadurch aus, 
aB sie nicht-immunogen sind. Das heiBt, sie losen bei den Patienten keine 
Immunreaktion aus, wodurch eine AbstoBungsgefahr durch Immunantwort 
auszuschlieBen ist. Ein weiterer Vorteil ist, daB die erfindungsgemaBen 
hamokompatiblen Oberflachen universell einsetzbar sind, d.h. nicht individuell fur 
jeden Patienten eigens in zeit- und kostenaufwendigen Verfahren, wie z. B. uber 
Zellkulturen, hergestellt werden mussen. 



Daruber hinaus sind die erfindungsgemaBen hamokompatiblen Oberflachen frei von 
Nebenwirkungen. Zusatzlich findet aufgrund der erfindungsgemaBen festen 
Verankerung der nicht-thrombogenen Bestandteile der auBeren Zellschicht auf den 



HOF 9801 DE c 

5 17.02.99 

Werkstoffen nahezu keine Degradation an den OberflachWstatt. Eine Gefahr der 
Bildung von Embolien durch Thrombosen besteht somit nicht. 

ErfindungsgemaB enthalten die hamokompatiblen Oberflachen bevorzugt Oligo- bzw. 
Polysaccharid- und/oder Lipid-Anteile der Glykoproteine, Glykolipide oder 
Proteoglykane ,der auBeren Schicht von Blutzellen, Mesothelzellen und/oder 
mesothelzellreichem Gewebe. 

Besonders bevorzugt enthalten die erfindungsgemaBen hamokompatiblen 
Oberflachen als Glykoproteine Glykophorine, ganz besonders bevorzugt Glykophorin 
A, als Glykolipide Glykosphingolipide und/oder als Oligo- bzw. Polysaccharid-Anteile 
der Proteoglykane Hyaluronsauren, Chondroitinsulfate, Dermatansulfate, 
"leparansulfate, Keratansulfate oder Mischungen davon. 



oc 

m 



Hochst bevorzugt enthalten die erfindungsgemaBen hamokompatiblen Oberflachen 
Heparansulfat der Erythrocyten-Plasmamembran tierischer und/oder menschlicher 
Herkunft. 

Als Werkstoffe der erfindungsgemaBen hamokompatiblen Oberflachen eignen sich 
bevorzugt kunstliche oder naturliche Polymere oder Mischungen davon (sogenannte 
Polymerblends), makromolekulare Substanzen, anorganische Substrate und/oder 
Materialien, die mit Blut oder anderen Korperflussigkeiten in Verbindung kommen, 
oder Kombinationen davon. 



Js anorganische Substrate enthalten die erfindungsgemaBen hamokompatiblen 
Oberflachen besonders bevorzugt Metalle, Metalloxide, Legierungen, Keramiken, 
Glaser, Mineralien oder Mischungen davon. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auBerdem ein Verfahren zur Herstellung 
der erfindungsgemaBen hamokompatiblen Oberflachen, bei dem als Bestandteile die 
Oligo- bzw. Polysaccharid- und/oder Lipid-Anteile der Glykoproteine, Glykolipide oder 
Proteoglykane der auBeren Zellschicht (Glykokalix) von Blutzellen, Mesothelzellen, 
und/oder mesothelzellreichem Gewebe isoliert und auf/in die Oberflache von 
Werkstoffen auf- bzw. eingebracht werden. 
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Erfindungswesentlich ist ferner, daB als Ausgangsmaterialien zur Gewinnung der 
Bestandteile der auBeren Schicht von Blutzellen Vollblut Oder die aus Vollblut 
gewonnenen Zellfraktionen menschlicher oder tierischer Herkunft verwendet werden. 
Als Zellfraktionen werden dabei erfindungsgemaB bevorzugt Erythrocyten, 
Leukocyten oder Thrombocyten verwendet, wobei die Verwendung von Erythrocyten 
. besonders bevorzugt wird. Zur erfindungsgemaBen Isolierung von Bestandteilen der 
auBeren Schicht von Mesothelzellen oder mesothelzellreichem Gewebe werden 
bevorzugt Omentum, Peritoneum oder innere Organe verwendet. 



Eine preiswerte und leicht zugangliche Quelle fur diese Ausgangsmaterialien kann 
beispielsweise Blut oder mesothelzellreiches Gewebe aus Schlachtabfallen sein. 



e Isolierung der Bestandteile der auBeren Schicht der Blutzellen, Mesothelzellen 
oder des mesothelzellreichen Gewebes erfolgt dabei in an sich bekannter Weise. 
Beispielsweise sind hier folgende Verfahren oder deren Kombinationen denkbar: 
Zerkleinerung, Extraktion, Filtration, Fallung, Gelfiltration, lonenaustausch- 
chromatographie, Affinitatschromatographie, Elektrophorese, enzymatische oder 
chemische Abbauten, Trocknung, Auflosung, Dialyse, Ultrafiltration etc.. 



0 Sc 
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Femer zeichnet sich das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung 
hamokompatibler Oberflachen dadurch aus, daB die Bestandteile der auBeren 
Schicht von Blutzellen, Mesothelzellen und/oder mesothelzellreichem Gewebe 
emisch oder physikalisch auf/in die Oberflache von Werkstoffen auf- bzw. 
Ingebracht werden. 



ErfindungsgemaB bevorzugt wird zur Auf- bzw. Einbringung der Bestandteile der 
auBeren Zellschicht auf/in die Oberflache von Werkstoffen eine Immobilisierung, 
Photoimmobilisierung, Kupplung, Adhasion, Trocknung oder eine Kombination davon 
durchgefuhrt. Dabei konnen kovalente, ionische, nebenvalente bzw. elektrostatische 
oder adhasive Bindungen oder Kombinationen davon zwischen den Bestandteilen 
der auBeren Schicht der Zellen und den Oberflachen der Werkstoffe ausgebildet 
werden. Bevorzugt erfolgt die Auf- bzw. Einbringung der Bestandteile der auBeren 
Zellschicht auf/in die Oberflache von Werkstoffen durch kovalente Bindungen. 



\ 
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Die vorliegende Erfindung schafft durch ein zeit- und kostengunstiges Verfahren die 
Voraussetzungen zur Herstellung hamokompatibler Oberflachen im groRtechnischen 
MaRstab, verbunden mit einem breiten Spektrum wirtschaftlicher Anwendungs- 
moglichkeiten. 

. Als Einsatzbereich der erfindungsgemaRen hamokompatiblen Oberflachen sind weite 
Bereiche des Gesundheitssektors, der Medizin, Zahnmedizin, Chirurgie oder 
Kosmetik und/oder Bereiche, die mit Blut, Gewebe und/oder anderen 
Korperflussigkeiten in Verbindung kommen, denkbar. 

Im folgenden wird die Erfindung unter Bezugnahme auf die Beispiele naher erlautert: 
^^P) Isolierung von Erytrocytenplasmamembran Heparansulfat: 

Ein Liter serumfrei gewaschene Erythrocyten werden in 1 Liter 0,154 molarem 
Phosphatpuffer pH 7 suspendiert und mit 1 U/ml Papain versetzt. Nach 2 Stunden 
Inkubation bei 56°C wird 20 Minuten bei 3000 g abzentrifugiert und der Uberstand 
anschlieRend dekantiert. In diesem Uberstand werden 100 ml DEAE-Sepharose CL- 
6B lonenaustauscher-Gel der Firma Pharmacia Biotech suspendiert. Das so 
beladene Gel wird noch dreimal in 0,1 molarer Kochsalz-Losung gewaschen und in 
eine Chromatographiesaule gefullt. Die Elution erfolgt mittels eines linearen 
^ _K ochsalzgradienten im Bereich von 0,1 bis 0,8 mol/l uber einem Gesamt- 
^^^■utionsvolumen von 2 Litem. Es werden 200 Fraktionen zu je 10 ml Volumen 
^^^esammelt. Die Fraktionen, die mit Dimethylmethylenblau (DMMB) der Firma Fluka 
nach der Methode beschrieben bei Chandrasekhar et al (Analytical Biochemistry, 
161 (1987): 103-108) eine positive Farbreaktion ergeben, werden vereinigt. Die 
Losung der gesammelten Fraktionen wird bei 26,7 hPa (20 Torr)und 40°C eingeengt 
und gegen Wasser dialysiert. Das Dialysat wird auf ein Volumen von 100 ml und eine 
Konzentration von 0,03 mol/l Natriumacetat, 0,073 mol/l Tris 
(Tris(hydroxymethyl)aminomethan der Firma Fluka) und pH 8.0 eingestellt, mit 1 U 
Chondroitinase ABC versetzt und 15 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach Dialysieren 
gegen Wasser und Einengen unter Wasserstrahlvakuum wird die erhaltene Losung 
erneut auf eine Saule mit 100 ml DEAE-Sepharose CL-6B der Firma Pharmacia 



HOF 9801 DE 




17.02.99 



Biotech, aufgetragen und wie zuvor beschrieben eluiert. Die DMMB-positiven 
Gradientenfraktionen werden dialysiert, unter Wasserstrahlvakuum auf ein Voiumen 
von 1 ml eingeengt und auf einer Saule zur praparativen Gelfiltration (60 cm x 2 cm) 
unter Verwendung eines Sephacryl S-300 Gels (Pharmacia Biotech.) 
chromatographiert. Es werden 60 Fraktionen zu je 2 ml Voiumen gesammelt, mit 
DMMB detektiert und die positiven Fraktionen vereinigt. Nach wiederholter Dialyse 
und Lyophilisation erhalt man das aufgereinigte Erythrocytenplasmamembran- 
Heparansulfat. 



2.) Isolierung von Leukocytenoberflachen-Proteochondroitinsulfat: 



p Liter Citratblut wird 10 min in einer Zentrifuge mit Ausschwingrotor bei 3000 g 
ntrifugiert und das uberstehende Plasma abgesaugt Das Zellsediment wird mit 2 
Litem auf 4°C gekuhlter 1%iger Ammoniumoxalatlosung gemischt und 30 min bei 
derselben Temperatur inkubiert. Nach 5 minutiger Zentrifugation bei 500 g wird der 
rote Uberstand verworfen und das Pellet in 2 Litem auf 4°C gekuhlter 1%iger 
Ammoniumoxalatlosung suspendiert, 5 min bei 500 g zentrifugiert und der 
Waschvorgang, wie oben beschrieben noch zweimal wiederholt. Der nun farblose 
Uberstand wird verworfen und das gewaschene Zellsediment (Ausbeute: 12 x 10 7 - 
10 x 10 9 Zellen in 2 Litem Triton X-100 Puffer (0,5% Triton X-100, 10 mM Tris-HCI, 
150 mM NaC1, pH 8) unter standigem Ruhren bei 25°C uber 2 Stunden lysiert. Der 
Detergenzextrakt wird 60 min bei 10.000 g zentrifugiert, dekantiert und im Uberstand 
rden im 10 ml DEAE Sephadex A50 lonenaustauscher Gel der Firma Pharmacia 
iotech. suspendiert und sedimentiert. Das so beladene Gel wird noch dreimal in 0,1 
molarer Kochsalz-Losung gewaschen und in eine Chromatographiesaule gefullt. Mit 
einem linearen Kochsalzgradienten von 0,1 bis 0,8 mol/l uber ein Gesamt- 
Elutionvolumen von 2 Litem wird die Saule eluiert. Es werden 100 Fraktionen zu je 2 
ml Voiumen gesammelt und die Fraktionen, die mit Dimethylmethylenblau (DMMB 
der Firma Fluka) eine positive Farbreaktion ergeben, vereinigt. Die Losung wird bei 
26,7 hPa (20 Torr) und 40°C eingeengt und gegen Wasser dialysiert. Das Dialysat 
wird auf ein Voiumen von 100 ml und eine Konzentration von 0,1 mmol/l 
Calciumacetat und 0,1 mol/l Natriumacetat eingestellt, mit Essigsaure auf pH 7 
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titriert, mit je 1 U Hepar^^e I, Heparinase II und Heparir^^ III versetzt und 15 
Stunden bei 37°C inkubiert. 

Nach Dialysieren gegen Wasser und Einengen unter Wasserstrahlvakuum wird die 
resultierende Losung erneut auf eine Saule mit 10 ml DEAE Sephadex A50 der 
Firma Pharmacia Biotech, aufgetragen und wie oben beschrieben eluiert. Die 
DMMB-positiven Gradientenfraktionen werden dialysiert, unter Wasserstrahlvakuum 
auf ein Volumen von 1 ml eingeengt und auf einer Saule zur praparativen Gelfiltration 
(60 cm x 2 cm) unter Verwendung eines Sepharose CI-4B Gels der Firma Pharmacia 
Biotech, chromatographiert Es werden 60 Fraktionen zu je 2 ml Volumen 
gesammelt, mit DMMB detektiert und die positiven Fraktionen vereinigt. Nach 
wiederholter Dialyse und Lyophilisation erhalt man das aufgereinigte 
Leukocytenoberflachen-Proteochondroitinsulfat. 



3.) Isolierung von Heparansulfat/Chondroitinsulfat-Gemisch aus Omentum: 

Ein Kilogramm frisches Rinderomentum wird mit 0,9%iger NaCI-Ldsung gewaschen, 
gefriergetrocknet, gemahlen und mit 1 Liter Aceton durch Ruhren uber Nacht bei 
Raumtemperatur entfettet. Nach dem Abfiltrieren und Trocknen wird das 
resultierende Pulver in 6 molarer Harnstoff-Ldsung suspendiert und uber Nacht bei 
Raumtemperatur geruhrt. Nach Zentrifugation bei 3000 g fur 1 Stunde wird der 
schleimige Oberstand abgegossen, auf 4°C gekOhlt, mit dem gieichen Volumen 4°C 
kalter 1 molarer NaOH gemischt und 15 Stunden bei 4°C inkubiert. Danach wird mit 
pnnter HCI neutralisiert, gegen Wasser dialysiert, 1 Stunde bei 3000 g 
trifugiert und der Oberstand dekantiert. Im Oberstand werden 100 ml DEAE- 
Sepharose CL-6B lonenaustauscher-Gel der Firma Pharmacia Biotech, suspendiert 
und sedimentiert. Das so beladene Gel wird noch dreimal in 0,1 molarer Kochsalz- 
Losung gewaschen und in eine Chromalographiesaule gefullt. Mit einem linearen 
Kochsalzgradienten von 0,1 bis 0,8 mol/l uber einem Gesamt-Elutionsvolumen von 2 
Litem wird die Saule eluiert. Es werden 200 Fraktionen zu je 10 ml Volumen 
gesammelt und die Fraktionen, die mit Dimethvlmethylenblau (DMMB) eine positive 
Farbreaktion ergeben, vereinigt. Die Losung wird bei 26,7 hPa (20 Torr) und 40°C 
eingeengt und gegen Wasser dialysiert. Unter Wasserstrahlvakuum wird erneut auf 
ein Volumen von 5 ml eingeengt und auf einer Saule zur praparativen Gelfiltration 
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(60 cm x 5 cm) unter Verwendung eines Sephacryl S-300 Gels der Firma Pharmacia 
Biotech, chromatographiert. Es werden 60 Fraktionen zu je 10 ml Volumen 
gesammelt, mit DMMB detektiert und die positiven Fraktionen vereinigt. Nach 
wiederholter Dialyse und Lyophilisation erhalt man das aufgereinigte 
Mesothelzelioberflachen-Glykosaminoglykan-Gemisch. 



4.) Isolierung von Mesothelzelloberflachen Chondroitinsulfat aus 
mesothelzellreichen Geweben: 



A gef 



Ein Kilogramm frische Rindernieren wird mit 0,9%iger NaCI-Losung gewaschen, 
gefriergetrocknet, gemahlen und mit 1 Liter Aceton durch Ruhren uber Nacht bei 
umtemperatur entfettet. Nach dem Abfiltrieren und Trocknen wird das 
sultierende Pulver in 4 molarer Guanidiniumchlorid-Losung suspendiert und uber 
Nacht bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Zentrifugation bei 3000 g fur 1 Stunde wird 
der schleimige Uberstand abgegossen, auf 4°C gekuhlt, mit dem gleichen Volumen 
4°C kalter 1 molarer NaOH gemischt und 15 Stunden bei 4°C inkubiert. Danach wird 
mit verdunnter HCI neutralisiert, gegen Wasser dialysiert, 1 Stunde bei 3000 g 
zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. 

Im Uberstand werden 100 ml DEAE-Sephacel lonenaustauscher-Gel suspendiert 
und sedimentiert. Das so beladene Gel wird noch dreimal in 0,1 molarer Kochsalz- 
Losung gewaschen und in eine Chromatographiesaule gefullt. Mit einem linearen 
Kochsalzgradienten von 0,1 bis 0,8 mol/l uber einem Gesamt-EIutionsvolumen von 2 
ern wird die Saule eluiert. Es werden 200 Fraktionen zu je 10 ml Volumen 
gesammelt und die Fraktionen, die mit DMMB eine positive Farbreaktion ergeben, 
vereinigt. Die Losung wird bei 26,7 hPa (20 Torr) und 40°C eingeengt und gegen 
Wasser dialysiert. Das Dialysat wird auf ein Volumen von 100 ml und eine 
Konzentration von 0,1 mmol/l Calciumacetat und 0,1 mol/l Natriumacctat eingestellt, 
mit Essigsaure auf pH 7 titriert, mit je 1 U Heparinase I, Heparinase II und 
Heparinase III versetzt und 15 Stunden bei 37°C inkubiert. 

Nach Dialysieren gegen Wasser und Einengen unter Wasserstrahlvakuum wird die 
resultierende Losung erneut auf eine Saule mit 10 ml DEAE-Sephacel aufgetragen 
und wie oben beschrieben eluiert. Die DMMB-positiven Gradientenfraktionen werden 
analysiert, unter Wasserstrahlvakuum auf ein Volumen von 1 ml eingeengt und auf 
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einer Saule zur prapare^ren Gelfiltration (60 cm x 5 cm)^^er Verwendung eines 
Sephacryl S-300 Gels chromatographiert. Es werden 60 Fraktionen zu je 10 ml 
Volumen gesammelt, mit DMMB detektiert und die positiven Fraktionen vereinigt. 
Nach wiederholter Dialyse und Lyophilisation erhalt man das aufgereinigte 
Mesothelzelloberflachen-Chondroitinsulfat. 



5.) Immobilisierung von Mesothelzelioberflachen Chondroitinsulfat mit (N- 
Cyclohexyl-N'-2-morpholinoethyl)carbodiimidmethyl p-Toluolsulfonat (CME- 
CDI) auf funktionalisierte Zelluloseoberflachen: 



M± 10C 



100 mg Zellulosemembran werden in eine 2 prozentige Losung von 3-Aminopropyl- 
fethoxysilan in Ethanol/Wasser (50:50) gegeben und 24 Stunden bei 45°C geruhrt. 
anach werden die Membranen mit viel Wasser gewaschen und getrocknet. Die so 
behandelten Membranen werden in eine Losung von 1 mg Mesothelzelioberflachen 
Chondroitinsulfat in 80 ml 0,1 molarer 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure-Puffer pH 
4,75 getaucht. Uber einen Zeitraum von 6 Stunden werden bei 4°C 200 mg (N- 
Cyclohexyl-N'^-morpholinoethyOcarbodiimidmethyl p-Toluolsulfonat (CME-CDI) der 
Firma Sigma in 10 mg Portionen zugegeben und uber Nacht bei 4°C weitergeruhrt. 
Danach wird 2 Stunden in 4 molarer NaCI-Losung geruhrt, mit viel Wasser gespult 
und an der Luft getrocknet. 



CNCI Immobilisierung von Sphingoglycolipid auf Glas: 



Ein Glas, beispielsweise ein Deckglaschen fur die Mikroskopie, wird 6 Stunden in 5 
ml Chromschwefelsaure geruhrt. Dann wird mit viel Wasser gewaschen, 
luftgetrocknet und in 15 ml Dioxan auf 50°C erhitzt. AnschlieBend werden 2,5 ml 
einer 2 molaren N,N'-Diisopropylethylamin-L6sung in Dioxan zugegeben und 30 min 
geruhrt. Dann werden 2,5 ml einer 1 molaren CNCI-Losung in Dioxan zugefuhrt und 
fur weitere 2 Stunden geruhrt. AnschlieBend wird zuerst mit Dioxan gewaschen, 
dann mit Dioxan/Wasser und schlieBlich mit reinem Wasser gewaschen. Das so 
modifizierte Glas wird in 20 ml einer Losung aus 1 mol/l Ethylendiamin und 0,1 mol/l 
NaHC0 3 gegeben, dann auf 50°C erwarmt und 72 Stunden bei dieser Temperatur 
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gertihrt. AnschlieBend werden 0,1 mg Sphingoglycolipid aus humanen Erythrocyten 
in 20 ml 0,1 molarer NaHC0 3 gelost und zusammen mit dem substituierten Glas 110 
Stunden bei 60°C geruhrt. Dann werden 2,5 ml Ethanolamin hinzu gegeben und 
weitere 30 Minuten geruhrt. Das beschichtete Glas wird mit 4 molarer NaCI-Losung 
und anschlieBend mit viel Wasser gewaschen und an der Luft getrocknet. 



7.) Immobilisierung von Erythrozytenplasmamembran-Heparansulfat auf die 
Oxidschicht von Nickel, Titan, Aluminium Oder ahnlichen Metal I en: 



in 



Das Metallwerkstuck wird vier Stunden im Ultraschallbad mit heiBem Wasser 
gereinigt, mit Aceton gewaschen und eine Stunde in einem Soxhiet-Extraktor mit 
loroform entfettet. Das so gereinigte Werkstuck wird getrocknet und 2-15 min 
iter Ruhren in eine 0,01 -0,1 molare LQsung von co-Hexadecenyltrichlorsilan in 
Bicyclohexyl getaucht, zweimal mit Chloroform und Wasser gewaschen und 15 min 
im Soxhiet-Extraktor mit Chloroform extrahiert. Das Werkstuck wird bei 0°C 45 min 
in eine Losung von 2 ml Aceton und 100 mg Kmn0 4 in 18 ml Wasser getaucht und 
durch die einen C0 2 -Strom geleitet. Danach wird es fur 15 Sekunden in eine 20%ige 
Losung von Natriumbisulfit in Wasser getaucht, mit Wasser gewaschen und 
getrocknet. 

Das Werkstuck wird uber Nacht in einer Losung von 29,25 g Paratoluylsulfonylchlorid 
in 900 ml Aceton und 180 ml Pyridin bei 40°C geruhrt. AnschlieBend wird das 
erkstuck mit Wasser und Methanol gewaschen und 40 Stunden lang bei 60°C in 
er Losung von 1 mmol/l Diaminododekan in 1 Liter Dimethylformamid geruhrt. 
Danach wird das Werkstuck sukzessive mit Wasser, 1 mol/l Sodalosung, 1 mmol/l 
Salzsaure und Wasser gewaschen. Das so vorbereitete Werkstuck wird fur 90 
Minuten in einer Borat-Pufferlosung (Natriumtetraborat 0,065 mol/l, pH 9,5) geruhrt. 
SchlieBlich wird in einer Losung aus 0,3 g 4-Azido-1-Fluoro-2-Nitrobenzol in einem 
Liter Ethanol uber Nacht bei 37°C geruhrt. 0,5 g Erythrozytenplasmamembran- 
Heparansulfat werden in einem Liter 0,1 molaren 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure- 
(MES)-Puffer pH 4,75 gelost und mit dem Werkstuck bei 4°C fur 48 Stunden geruhrt. 
Das Erythrozytenplasmamembran-Heparansulfat wird kovalent immobilisiert 10 
minutige Belichtung mit einer Hochdruck-Quecksilberlampe. Nach Waschen mit 4 
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molarer Kochsalzlosung^r 40 Minuten wird das WerkstuJfct Wasser gewaschen' 
und anschlieBend getrocknet. 



8.) Photochemische Immobiiisierung von Leukozytenplasmamembran- 
Chondroitinsulfat auf Zellulose: 

3 g Zellulosemembran werden in 4 molarer NaOH 2 Stunden quellen gelassen, 
dreimal mit Wasser gewaschen, einmal mit Wasser/Aceton und einmal mit Aceton 
gewaschen. Die so aktivierte Zellulose wird uber Nacht in einer Losung von 29,25 g 
Paratoluylsulfonylchlorid in 900 ml Aceton und 180 ml Pyridin bei 40°C geruhrt. 
AnschlieBend wird die Zellulosemembran mit Wasser und Methanol gewaschen. Die 
|sultierende veresterte Zellulosemembran wird nun Ober 40 Stunden bei 60°C in 
iiner Losung von 1 mmol/l Diaminododekan in 1 Liter Dimethvlformamid geruhrt. 
Danach wird die Membran sukzessive mit Wasser, 1 mol/l Sodalosung, 1 mmol/l 
Salzsaure und Wasser gewaschen. Die so erhaltene Aminozellulose wird for 90 
Minuten in einer Borat-Pufferlosung (Natriumtetraborat 0,065 molar, pH 9,5) geruhrt. 
SchlieBlich wird die Membran in einer Losung aus 0,3 g 4-Azido-1 -Fluoro-2- 
Nitrobenzol in einem Liter Ethanol aber Nacht bei 37°C gerOhrt. 0,5 g 
Leukozytenoberflachen-Chondroitinsulfat werden in einem Liter 0,1 molaren 2-(N- 
Morpholino)ethansulfonsaure-Puffer pH 4,75 gelost und mit 2,5 g der wie oben 
beschrieben hergestellten Azido-Zellulose bei 4°C fur 48 Stunden geruhrt. Das 
^eukozytenoberflachen-Chondroitinsulfat wird kovalent immobilisiert durch 10 
linQtige Belichtung mit einer Hochdruck-Quecksilberlampe. Nach Waschen mit 4 
molarer Kochsalzlosung fur 40 Minuten und Wasser wird die Zellulosemembran 
getrocknet. 



9.) Immobiiisierung von Glycophorin A mit Glutardialdehyd auf Silikon: 

1 g Silikonfolie wird mit 20 ml Wasser und 2 mi 3-Aminopropyltriethoxysilan versetzt 
und der pH-Wert auf 3,5 eingestellt. Dann wird fur 2 Stunden auf 75°C erhitzt, mit 
Wasser gewaschen und getrocknet. Das so erhaltene Aminogruppen-haltige Silikon 
wird mit einer 2,5 prozentigen Losung von Glutardialdehyd in 0,05 molarem 
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Natriumphosphatpuffer versetzt und auf pH 7 eingestellt. Nach 60 Minuten Riihren 
bei Raumtemperatur wird das so hergestellte aktivierte Silikon mit einer 0,1%igen 
Losung von Glycophorin A (Sigma) unter Ruhren 2-4 Stunden umgesetzt und mit 
Wasser gewaschen. 

10.) Immobilisierung von Erythrocytenplasmamembran-Heparansulfat auf 
Polyvinylchlorid (PVC): 

' 0,5 g Eisen-ll-sulfat, 100 ul konzentrierte Schwefelsaure und 2 ml Methacrvlsaure 
werden in 250 ml Wasser gelost. Zu dieser Losung werden 125 mg Natriumdisulfit 
sowie 125 mg Kaliumperoxodisulfat zugegeben. AnschlieGend wird diese Losung 
zwei Stunden bei Raumtemperatur durch einen ringformigen 1 m langen PVC- 
hlauch von 3 mm Innendurchmesser gepumpt. Die dabei ablaufende 
ropfpolymerisation wird durch Zugabe von 100 mg Hvdrochinon abgebrochen. 
Dann wird der Schlauch grundlich mit Wasser gewaschen. Eine auf 4°C gekuhite 
Losung von 250 mg CME-CDI (N-Cyclohexyl-N'-2-morpholinoethyl)carbodiimidmethyl 
p-Toluolsulfonat in 250 ml 0,1 molarem 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure-Puffer pH 
4,75 wird bei 4°C 30 min im Kreis durch den Schlauch gepumpt. Der so aktivierte 
Schlauch wird mit 0,1 molarem 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure-Puffer pH 4,75 
gewaschen. Dann wird eine L6sung von 1 mg Erythrozytenplasmamembran- 
Heparansulfat in 0,1 molarem 2-(N-Morpholino)ethansulfons£iure-Puffer pH 4,75 bei 
4°C 15 Stunden lang im Kreis durch den Schlauch gepumpt. AbschlieGend wird der 
chlauch mit 4 molarer Kochsalzlosung und dann mit Wasser gespult. 



zw 
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Patentanspruche: 

1. Hamokompatible Oberflachen, dadurch gekennzeichnet, daB auf/in die 
Oberflache von Werkstoffen Bestandteile der auBeren Schicht von Blutzellen, 
Mesbthelzellen und/oder mesothelzellreichem Gewebe auf- bzw. eingebracht 
sind. 

2. Hamokompatible Oberflachen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie nicht-thrombogen und/oder nicht-immunogen sind. 

^ 3. Hamokompatible Oberflachen nach einem der AnsprQche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie Glykoproteine enthalten. 

4. Hamokompatible Oberflachen nach einem der AnsprQche 1-3, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie als Glykoproteine Glykophorine, bevorzugt Glykophorin 
A enthalten. 

5. Hamokompatible Oberflachen nach einem der AnsprQche 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie Oligo- bzw. Polysaccharid- und/oder Lipid-Anteile der 
Glykoproteine, Glykolipide oder Proteoglykane der auBeren Zeilsehicht enthalten. 




§. Hamokompatible Oberflachen nach einem der AnsprQche 1-5, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie als Glykolipide Glykosphingolipide enthalten. 



7. Hamokompatible Oberflachen nach einem der AnsprQche 1-6, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie als Oligo- bzw. Polysaccharid-Anteile der Proteoglykane 
Hyaluronsauren, Chondroitinsulfate, Dermatansulfate, Heparansulfate, 
Keratansulfate oder Mischungen davon enthalten. 



8. Hamokompatible Oberflachen nach einem der AnsprQche 1-7, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie Heparansulfat der Erythrocyten-Plasmamembran 
tierischer und/oder menschlicher Herkunft enthalten. 
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9. Hamokompatible Oberfiachen nach einem der Anspruche 1-8, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie als Werkstoffe kunstliche oder naturliche Polymere oder 
Mischungen davon (Polymerblends) enthalten. 

10. Hamokompatible Oberfiachen nach einem der Anspruche 1-9, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie als Werkstoffe makromolekulare Substanzen, 
anorganische Substrate, bevorzugt Metalle, Metalloxide, Legierungen, 
Keramiken, Glaser, Mineralien oder Mischungen davon, und/oder Materialien, die 
mit Blut oder anderen Korperflussigkeiten in Verbindung kommen, oder 
Kombinationen davon enthalten. 



H.Verfahren zur Herstellung ham okompati bier Oberfiachen, dadurch 
gekennzeichnet, daB Bestandteile aus der auBeren Schicht von Blutzellen, 
Mesothelzellen und/oder mesothelzellreichem Gewebe isoliert und auf/in die 
Oberflache von Werkstoffen auf- bzw. eingebracht werden. 




12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB zur Gewinnung der 
Bestandteile der auBeren Schicht von Blutzellen Vollblut oder aus Vollblut 
gewonnene Zellfraktionen menschlicher oder tierischer Herkunft verwendet 
werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Blutzellen Erythrocyten, Leukocyten oder Thrombocyten verwendet werden. 



14. Verfahren nach einem der Anspruche 11-13, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Blutzellen besonders bevorzugt Erythrocyten verwendet werden. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 11-14, dadurch gekennzeichnet, daB als 
mesothelzellreiche Gewebe Omentum, Peritoneum oder innere Organe 
verwendet werden. 



16.Verfahren nach einem der Anspruche 11-15, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Bestandteile der auBeren Zellschichten chemisch oder physikalisch auf/in die 
Oberflache von Werkstoffen auf- bzw. eingebracht werden. 
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17. Verfahren nach einem der AnsprQche 11-16, dadurch gekennzeichnet, daB zur 
Auf- bzw. Einbringung der Bestandteile der auBeren Zellschicht auf/in die 
Oberflache von Werkstoffen bevorzugt. eine Immobilisierung, 
Photoimmobilisierung, Kupplung, Adhasion, Trocknung Oder eine Kombination 
davon durchgefGhrt wird. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 11-17, dadurch gekennzeichnet, dal3 zur 
Auf- bzw. Einbringung der Bestandteile der auBeren Zellschicht auf/in die 
Oberflache von Werkstoffen kovalente, ionische, nebenvalente bzw. 
elektrostatische oder adhasive Bindungen oder Kombinationen davon, besonders 
bevorzugt kovalente Bindungen, ausgebildet werden. 



. Verwendung hamokompatibler Oberflachen gemaB einem der Anspruche 1-10 in 
weiten Bereichen des Gesundheitssektors, in der Medizin, Zahnmedizin, 
Chirurgie oder Kosmetik und/oder in Bereichen, die mit Blut, Gewebe und/oder 
anderen Korperflussigkeiten in Verbindung kommen. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft hfimokompatible Oberflachen, die sich dadurch 
auszeichnen, daB auf/in die Oberflache von Werkstoffen Bestandteile der auGeren 
Schicht von Blutzeilen, Mesothelzellen und/oder mesothelzellreichem Gewebe auf- 
bzw. eingebracht sind. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung h&mokompatibler Oberflachen sowie deren Verwendung in weiten 
Bereichen des Gesundheitssektors, in der Medizin, Zahnmedizin, Chirurgie, 
Kosmetik oder in Bereichen, die direkt mit Blut, Gewebe oder anderen 
Korperflussigkeiten in Kontakt stehen. 



TH IS PA6E BLANKS 



